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Изучено влияние наночастиц композита core & shell с магнетитовым ядром и оболочкой из
восстановленного серебра на развитие экспериментального перитонита у мышей. Выявленные
изменения динамики рекрутирования в брюшную полость мононуклеарных фагоцитов и поли-
морфноядерных лейкоцитов, а также их хемилюминесцении при респираторном взрыве свиде-
тельствуют о противовоспалительном эффекте и положительном действии нанокомпозита на
состояние фагоцитарного звена местной неспецифической резистентности, что обусловливает
целесообразность его использования при лечении инфекционных осложнений у пациентов от-
делений реанимации и интенсивной терапии.
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This study introduces nanoparticles comprising a magnetic core and a silver surface layer, which
are recognized as a promising candidate to fight against antibiotic resistant pathogens in patients
receiving critical care treatment.
The objective of the work presented was to explore the influence of core & shell-type nanoparticles
FeFe2O4&Ag0 upon a phagocytic component of immune system during experimental peritonitis.
Materials and methods. Phagocytic cells from peritoneal lavage fluid of C57Bl mice was exam-
ined using Rosein staining, Trypan blue exclusion test, and Chemiluminescent analysis of respiratory
burst, 4 and 24 hours after an aseptic injection of zymosan alone or with anticipatory introduction of
the nanocomposite.
Results and discussion. The injection of zymosan was followed by the increase in both mononu-
clear phagocytes and polymorphonuclear leukocytes recruitment into peritoneal cavity. The phagocytic
cells of peritoneal lavage fluid had less viability and were highly activated in comparison with intact ani-
mals. The introduction of silver&magnetite nanocomposite had significantly prevented polymorphonu-
clear leukocytes infiltration though augmenting mononuclear phagocytes content. In later term after the
nanodrug using a decrease in the rate of reactive oxygen species production was revealed, while the
cells viability became similar to the control probes, probably due to free radical protection.
Conclusion. Thus, FeFe2O4&Ag0 nanocomposite has apparent antiinflammatory properties and
positive impact upon phagocytic component of immune system that enable its anticipated application
for nosocomial infections treatment in patients of Resuscitation and Critical Care Units.
Key words: shell nanocomposite particles FeFe2O4&Ag0, phagocytes, peritonitis.
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Розвиток інфекційних ускла-
днень у пацієнтів істотно підви-
щує летальність, збільшує три-
валість і вартість стаціонарно-
го лікування. У відділеннях ре-
анімації та інтенсивної терапії
серйозною медико-соціаль-
ною, економічною і юридичною
проблемою є нозокоміальні ін-
фекції, які розвиваються вна-
слідок дисбалансу між чинни-
ками агресії мікроорганізмів і
чинниками протиінфекційного
захисту хворого, причому збуд-
ники вирізняються підвищеною
резистентністю до антимікроб-
них препаратів, що набуваєть-
ся в процесі лікування [1]. Під
впливом інфузійної терапії,
форсованого діурезу та екст-
ракорпоральної детоксикації
відбувається зміна фармако-
кінетики препаратів унаслідок
дефіциту транспортних білків і
порушення системного орган-
ного кровообігу, насамперед у
вогнищах інфекції. Все це мо-
же відігравати вирішальну роль
у розвитку резистентності збуд-
ників до антибактеріальної те-
рапії, що проводиться.
Виходячи з викладеного, ак-
туальним напрямом стає роз-
робка нових засобів антиінфек-
ційного захисту, котрі спромож-
ні знизити ризик розвитку но-
зокоміальних інфекцій при лі-
куванні хворих у відділеннях
реанімації та інтенсивної тера-
пії. Перспективним уявляється
використання з цією метою
препаратів наноструктуровано-
го срібла у вигляді оболонкових
композитів типу core & shell з
магнетитовим ядром, які ма-
ють бактерицидну активність
широкого спектра, причому ре-
зистентність до них не набува-
ється [2]. У наших попередніх
дослідженнях продемонстрова-
на здатність нанорозмірних ча-
стинок композитів core & shell
з магнетитовим ядром і обо-
лонкою із відновленого срібла
(FeFe2O4&Ag0) інгібувати реа-
кцію Фентона внаслідок їх ви-
сокої антирадикальної актив-
ності [3]. Отже, доцільним мо-
же бути використання таких
нанорозмірних структур для
протидії головним чинникам
ушкодження тканин у фазі аль-
терації запального процесу.
Мета даної роботи — ви-
вчення впливу частинок обо-
лонкового  нанокомпозиту
FeFe2O4&Ag0 на стан фагоци-
тарної ланки неспецифічної
резистентності при експери-
ментальному перитоніті.
Матеріали та методи
дослідження
Дослідження проведені на
мишах лінії С57Bl, які були роз-
поділені на 7 груп відповідно до
умов експерименту (табл. 1).
Розвиток перитоніту індуку-
вали шляхом асептичного вну-
трішньочеревного введення
10 мкг зимозану в 0,5 мл сте-
рильного фосфатно-сольового
буферного розчину. Наномет-
рові частинки оболонкового
композиту (~ 20 нм) формува-
ли методом ротаційно-корозій-
ного диспергування в системі
обертового залізного (стале-
вого) електроду за умов змін-
ного контакту його поверхні з
дисперсійним середовищем і
киснем повітря. Дисперсійним
середовищем вибрано водний
розчин AgNO3 з вихідною кон-
центрацією Ag(I) = 5 мг/дм3 за
значення рН = 6,8 [4]. Отрима-
ний розчин випарювали до
двадцятип’ятикратного змен-
шення об’єму та доводили до
вмісту срібла 25 мкг/мл стери-
льним фосфатно-сольовим
буферним розчином безпосе-
редньо перед застосуванням.
Дослідним тваринам вводили
по 0,5 мл нанокомпозитного
препарату внутрішньочеревно,
при спостереженні впливу на
розвиток індукованого перито-
ніту — за 1 год до введення
зимозану. Перитонеальні зми-
ви робили через 4 та 24 год пі-
сля введення препаратів, ви-
користовуючи 5 мл охолодже-
ного на льодяній бані 2 мМ
розчину етилендіамінтетра-
ацетату в фосфатно-сольово-
му буфері. Від кожної тварини
отримували 4 мл перитонеаль-
ної лаважної рідини (ПЛР), у
гемоцитометричній камері під-
раховували кількість і життє-
здатність мононуклеарних фа-
гоцитів (МНФ) та поліморфно-
ядерних лейкоцитів (ПМЯЛ) у
пробах, забарвлених фукси-
ном і трипановим синім відпо-
відно. По 50 тис. клітин у роз-
чині Хенкса приміщували в лу-
нки 96-лункового планшету
Nunc® з прозорим дном, після
10 хв преінкубації при 37°С
додавали люцигенін (Molecular
Probes, USA) до концентрації
100 мкМ. Хемілюмінесценцію,
що розвивалася внаслідок ге-
нерації супероксидного аніон-
радикала (О2•–) під час респі-
раторного вибуху фагоцитів,
реєстрували в кінетичному ре-
жимі впродовж 60 хв на комбі-
нованому ридері Synergy HT
(BioTek, USA). Відносний рі-
вень продукції О2•– обчислюва-
ли за формулою:
     R[О2•–] = (Yt – Y0) / t, (1)
де Y0 і Yt — відповідно почат-
кове і кінцеве значення кривої
хемілюмінесценції, t — термін
спостереження.
Результати обробляли за
допомогою табличного проце-
сора Microsoft Office Excel 2003
методами параметричної ста-
тистики, використовуючи сере-
дні величини від трьох парале-
льних вимірювань на кожну
пробу.
Результати дослідження
та їх обговорення
У перитонеальних змивах
інтактних мишей переважали
мононуклеарні та поліморфно-
Таблиця 1
Розподіл мишей лінії С57Bl
за групами експерименту,
n=33
             Термін
       Група          спостереження
      тварин Через Через
4 год 24 год
Інтактні               3
Нанокомпозит 5 5
Зимозан 5 5
Нанокомпозит 5 5
+ зимозан
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ядерні фагоцити — (4,34±
±0,63)⋅105 і (1,67±0,11)⋅105 від-
повідно, серед яких (90,2±
±2,8) % були життєздатними.
Після внутрішньочеревно-
го введення нанокомпозиту
FeFe2O4&Ag0 вміст фагоцитів
у ПЛР достовірно не змінюва-
вся ні через 4 год, ні через
24 год, хоча спостерігалася де-
яка тенденція до його під-
вищення (МНФ — на 12,2 %,
ПМЯЛ — на 14,3 %; р>0,05) у
ранній період спостереження
(рис. 1, а). Співвідношення
МНФ/ПМЯЛ і життєздатність
фагоцитарних клітин також за-
лишалися на рівні відповідних
показників у інтактних мишей
— (2,60±0,17) і (89,3±1,9) % че-
рез 4 год та (2,82±0,17) і (87,7±
±2,8) % через 24 год.
Введення в черевну порож-
нину тварин зимозану супро-
воджувалося збільшенням ре-
крутування фагоцитів обох ти-
пів, причому через 4 год їх
кількість в ПЛР сягала (2,46±
±0,17)⋅106 при співвідношенні
МНФ/ПМЯЛ = 0,38±0,04, а че-
рез 24 год становила (1,73±
±0,18)⋅106 при співвідношенні
МНФ/ПМЯЛ = 1,48±0,35 (рис. 1,
б). Отже, динаміка виходу в
черевну порожнину фагоциту-
ючих клітин у цілому відповіда-
ла описаній для моделі індуко-
ваного зимозаном перитоніту
[5]. Слід зазначити, що через
4 год розвитку зимозан-ін-
дукованого перитоніту досто-
вірно зросла кількість забарв-
лених трипановим синім клітин
(отже, життєздатність знизила-
ся: МНФ — до (81,8±2,5) %,
ПМЯЛ — до (76,8±3,7) %;
(р<0,05), але через 24 год ці
показники вже виявляли тен-
денцію повернення до норми:
МНФ — (85,8±2,4) %, ПМЯЛ —
(82,8±2,3) %; (р>0,05).
Інша картина спостерігала-
ся при розвитку зимозан-інду-
кованого перитоніту на тлі дії
нанокомпозиту (рис. 1, в). У
перші 4 год значно меншим був
загальний вихід фагоцитів у
перитонеальну порожнину —
(1,56±0,17)·106 порівняно з
(2,46±0,17)·106 при введенні
одного зимозану (P<0,05), а
співвідношення МНФ/ПМЯЛ
змінювалося лише до 0,64±
±0,10 (р<0,05), тобто знижен-
ня вмісту фагоцитів в ПЛР під
впливом FeFe2O4&Ag0 відбува-
лося переважно за рахунок
ПМЯЛ. Ще більш вираженою
ця відмінність ставала через
24 год: кількість ПМЯЛ стала
майже вдвічі меншою, ніж при
зимозан-індукованому перито-
ніті, а вміст МНФ, навпаки, ви-
являв тенденцію до зростання.
Відсутність достовірних змін у
тесті на виключення трипа-
нового синього (через 4 год:
МНФ — (86,4±2,4) %, ПМЯЛ —
(82,6±2,8) %; (р>0,05); через
24 год: МНФ — (88,8±2,0) %,
ПМЯЛ — (85,6±2,7) %; р>0,05),
напевне, свідчить про меншу
вразливість мембран клітин
щодо процесів вільнорадика-
льного окиснення при застосу-
ванні нанокомпозиту.
Хемілюмінесцентний аналіз
виявив характерну динаміку
ініційованого доданням люци-
геніну респіраторного вибуху
фагоцитів як контрольних, так
і піддослідних тварин (рис. 2).
У клітинах інтактних мишей
спостерігалося поступове спо-
вільне підвищення продукції
супероксидного аніон-радика-
ла (R[О2•–] = 0,34±0,06). У тва-
рин, які отримували тільки
FeFe2O4&Ag0, при досліджен-
ні через 4 год різниця між по-
чатковим (мінімальним) і кінце-
вим (максимальним) значення-
ми кривої хемілюмінесценції
залишалася в межах статистич-
ної похибки (р>0,05), а через
24 год навіть спостерігалася тен-
денція до зменшення виходу
супероксидного аніон-радикала
впродовж 60 хв вимірюван-
ня (R[О2•–] = -0,13).
У мишей із зимозан-індуко-
ваним перитонітом клітини ПЛР
відзначалися підвищеним рів-
нем хемілюмінесценції: почат-
кова інтенсивність світіння в
пробах, відібраних через 4 год,
перевищувала показники ін-
тактних тварин в 1,2 разу
(р>0,05), через 24 год — удві-
чі (р<0,001). Продукція супер-
оксидного аніон-радикала та-
кож суттєво зростала, сягаючи
0,69±0,07 (р<0,01) і 0,74±0,05
(р<0,01) через 4  та 24 год від-
повідно. Очевидно, активова-
ні фагоцити нагромаджували
більшу кількість продуктів віль-
норадикального метаболізму
інтактні 4 год 24 год 4 год 24 год 4 год 24 год
                 а                б                 в
2
1,8
1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
12345
12345
12345
12345
12345
123
123
123
123
123
123
123
123
1234
1234
1234
1234
1234
123
123
123
123
123
123
123
12345
12345
12345
12345
12345
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
123
123
123
123
123
123
123
123
123
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
12345
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
1234
Кількість клітин, ×106
МНФ ПМЯЛ
12
12
123
123
123
Рис. 1. Динаміка вмісту мононуклеарних і поліморфноядерних фа-
гоцитів у перитонеальній лаважній рідині мишей (загальна кількість
клітин) за різних умов експерименту: а — через 4 і 24 год після введен-
ня нанокомпозиту FeFe2O4&Ag0; б — через 4 і 24 год після введення
зимозану; в — через 4 і 24 год після введення зимозану на тлі по-
переднього (за 1 год) введення нанокомпозиту FeFe2O4&Ag
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вже за період преінкубації, а
потім проявляли підсилену ре-
акцію респіраторного вибуху.
Аналіз кривих хемілюмінес-
ценції клітин ПЛР у тварин, які
отримували FeFe2O4&Ag0 пе-
ред введенням зимозану, вка-
зує на достовірне зменшення
продукції активних форм кис-
ню після дії нанокомпозиту
впродовж 4 год (R[О2•–] = 0,49±
±0,40; р<0,05), а також знижен-
ня нагромадження продуктів
вільнорадикального метаболіз-
му і менш виражений приріст
генерації супероксидного аніон-
радикала, що спостерігалися
через 24 год (R[О2•–] = 0,49±0,4;
р<0,01).
Отримані результати можна
інтерпретувати як атенуацію
альтеративних проявів за-
пального процесу, обумовлену
впливом застосованого препа-
рату наносрібла на метаболізм
супероксиду у фагоцитарних
клітинах [6; 7]. Зважаючи на
притаманну препаратам нано-
срібла мікробіцидну активність,
обмеження інтенсивності рес-
піраторного вибуху не призве-
де до негативного впливу на
стан місцевої неспецифічної
резистентності, а навпаки, за-
безпечить своєчасну терміна-
цію гострого запалення і акти-
вацію специфічної імунної від-
повіді [8].
Водночас зміни в динаміці
рекрутування фагоцитів до
осередку запалення, пов’язані,
напевне, з дією нанокомпози-
ту FeFe2O4&Ag0 щодо опосе-
редкованих активними форма-
ми кисню процесів внутрішньо-
і міжклітинної сигналізації,
сприятимуть нормалізації ефе-
роцитозу, що є необхідним для
завершення запального про-
цесу і збереження структурно-
го гомеостазу [9].
Висновки
Таким чином, частинки нано-
розмірного композиту FeFe2O4&Ag0
мають виражені протизапаль-
ні властивості та позитивно
впливають на стан фагоцитар-
ної ланки місцевої неспеци-
фічної резистентності, що зумов-
лює доцільність його викорис-
тання при лікуванні інфекцій-
них ускладнень у пацієнтів
відділень реанімації та інтен-
сивної терапії, зокрема при
розвитку нозокоміальних ін-
фекцій.
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Рис. 2. Інтенсивність хемілюмінесценції клітин перитонеальної ла-
важної рідини, що віддзеркалює розвиток реакції респіраторного ви-
буху фагоцитів, за різних умов експерименту: 1 — інтактні; 2, 2′  —
через 4 і 24 год після введення нанокомпозиту FeFe2O4&Ag0; 3, 3′ —
через 4 і 24 год після введення зимозану; 4, 4′ — через 4 і 24 год після
введення зимозану на тлі попереднього (за 1 год) введення наноком-
позиту FeFe2O4&Ag0
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ТЕЙХОЕВЫХ КИСЛОТ В КЛЕТКАХ КЛИНИЧЕСКИХ И РЕ-
ФЕРЕНТНЫХ ШТАММОВ STAPHYLOCOCCUS AUREUS
Харьковский национальный медицинский университет, Харьков, Украина
Известно, что тейхоевые кислоты являются фактором патогенности и вирулентности. Они
участвуют в связывании бактерий Staphylococcus aureus с эпителиальными клетками слизистых
оболочек.
Целью исследования было определение содержания тейхоевых кислот в клетках клинических
и референтных штаммов S. aureus, а также изучение их взаимосвязи с адгезивными свойствами.
Экстракцию тейхоевых кислот клеток S. аurеus проводили добавлением к смывам агаровых
культур 10 % трихлоруксусной кислоты, далее осаждали холодным этанолом, отмывали ацето-
ном, этанолом и эфиром в эксикаторе. Содержание тейхоевых кислот определяли по оптиче-
ской плотности на СФ-46 при длине волны 254 нм.
При выделении тейхоевых кислот из клеток клинических и референтных штаммов S. aureus
установлено, что уровень их содержания отличается.
У клинических штаммов показатели были выше и составили (0,373±0,016) ед. оптической
плотности, чем у референтных — (0,147±0,014) ед. оптической плотности. Вероятно, это связа-
но с высокой степенью агрессивности клинических штаммов и влияет на активацию комплемен-
та, что в свою очередь приводит к системной реакции, следствием которой является снижение
фагоцитарной активности. В ходе исследования установлено прямую коррелятивную зависи-
мость между содержанием тейхоевых кислот с показателями адгезивности (r=0,643), что может
влиять на способность микрорганизмов к формированию биопленок.
Ключевые слова: Staphylococcus aureus, тейхоевые кислоты, адгезия.
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ESTABLISHING CONTENTS OF TEICHOIC ACIDS IN THE CELLS OF CLINICAL AND REFER-
ENCIAL STRAINS STAPHYLOCOCCUS AUREUS
The Kharkiv National Medical University, Kharkiv, Ukraine
The study of the cell walls of pathogenic microorganisms led to the understanding of important
phenomena such as adhesion, virulence, formation of biofilms on implanted materials. Teichoic acid,
with other components of the cell walls, is responsible for the sensitivity of bacteria to antibiotics and
their number of immunotherapy properties. Some anionic polymers of cell walls of bacteria are in-
